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@ Fractions ollgosaccharidlques et oligosaccharides possedant des proprtetes bkrioglquet, leurs precedes de preparation et 
leurs applications en tant que medicaments. 

© Oligosaccharides pouvant etre obtenus a partir d'he- 
parine comportant des constituants hepariniques de polds 
moteculaire de 2000 a 50000. Ces oligosaccharides pos- 
sedent une afflnite elevee pour I'AT 111 et un tltre Yln- 
Wessler eleve. Le rapport de leur titre Yin-Wessler a leur 
tttre USP est d'au moins 30, lis sont constitues de chal- 
nes saccharidlques ne renfermant pas plus de huit motifs 
saccharadlques. lis possedent un signal caracteristlque 
dans la region C-2 de resldu N-sulfate-glucosamlne. Its 
sont doues d'actlvHe antithrombotique et sont done utlli- 
sables comme medicaments antlthrombotiques. 
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Fractions oliqosaccharidiaues et oligosaccharides possedant 
des proprieties bioloaiques, leurs procedes. de preparation 
et leurs applications en tant que medicaments . 

L 1 invention est relative a des fractions oli^go- 
saccharidiques et a des oligosaccharides possedant 
des proprietes biologiques leur permettant notamment 
de controler, ■ de maniere specif ique, certaines etapes 
5 de la coagulation sangruine. 

Elle concerne egalement leurs procedes d'obtention 
et leurs applications en tant que principes actifs de 
medicaments. 

L 1 invention est plus particulierement relative 
10 a des oligosaccharides (et aux fractions oligosaccha- 
ridiques qui les contiennent) possedant une activity 
hautement selective vis-a-vis du facteur X active" 
ou facteur Xa du sang, a savoir une activity anti- 
thrombotique puissante, sans entrainer de risques 
15 hemorragiques pour le patient. Le terme "fraction 

oligosaccharidique" est utilise dans la description 
et les' revendications pour designer un melange 
relativement homogene de fragments ou chalnes d'oli-' 
gosaccharides constituespar un nombre variable de 
20 motifs saccharidiques . 

Les travaux effectu^s par les inventeurs dans 
ce domaine les ont amenes a consid^rer les fractions 
oligosaccharidiques biologiquement actives/ et les 
oligosaccharides eux-memes, tels qu'obtenus a partir . 
25 de 1' heparine. 

On notera que le terme heparine est utilise dans 
la description et les revendications dans son sens 
le plus large, pour designer indif feremment une 
preparation d' heparine commerciale de qualite pharma- 
30 ceutique ou une heparine brute telle qu'obtenue par 
extraction a partir de materiaux biologiques, en* 
particulier de tissus de mammif eres . 

II est admis que l'heparine est un polysaccha- 
ride heterogene aussi bien au regard de la composition 
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des chalnes oligosaccharidiques qu'elle comporte que 
du poids moleculaire de ces chaines. 

II est egalement considere qu'elle renferme 
principalement des motif ; s . d'acide 2-0 sulfate - 
5 L ~ iduronique et de N-sulfate - D-glucosamine : {6-0- . 
sulfatee ou non) et, dans une moindre mesure, des mo- 
tifs d'acide D-glucuronique, d'acide L-iduronique et- 
de N-acetyl-D-glucosamine(6-0-sulfatee ou non). 

On sait,en outre que l'heparine exerce son activite 

10 anticoagulante en potentialisant l'effet inhibiteur 
de I'antithrombine III (AT III), qui est une proteine 
du plasma, vis-a-vis des cascades de reactions enzyma- 
tiques mises en jeu au cours de la coagulation. 

Etant donne que l'heparine est capable de deprimer 

15 simultanement un grand nombre de facteurs de la coagu- 
lation intervenant dans la creation et le maintien des 
diff ^rentes formes d' hypercoagulability, son activite 
n'apparalt pas specif ique mais globale. 

Si cette activite anticoagulante s'avere precieuse, 

20 elle rend toutefois d^licat le reequilibrage du systeme 
coagulation7f ibrinolyse chez les patients en traitement 
-et ce,en raison du caractere global de son action. II 
s'ensuit que 1 ' administration (dans le but de prevenir 
les risques d ' hyper coagulation , par exemple 1 'apparition 

25 de thromboses postchirurgicales) , de doses trop ^levees 
de medicament anticoagulant, ou 1 ■ insuf f isante selecti- 
vity de ce medicament, peut finalement etre a l'origine. 
d ' hemorragies graves'. 

L'6tude approfondie de conditions variees de d£- 

30 polymerisation de l'heparine et des melanges de depoly- 
merisation resultants a amene les inventeurs a consta- 
ter qu'il est possible, en operant dans certaines 
conditions, d'obtenir des melanges renfermant des oli- 
gosaccharides poss^dant de precieuses propritSt/s anti- 

35 thrombotiques . Ces oligosaccharides sont plus- 

satisfaisant que l'heparine en ce qui conceroe la 
specif it4 de leur activity, lis sont plus particulie- 
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rement capables d'augmenter 1' activity specif ique de 
l'AT in vis-a-vis d'un nombre plus reduit de facteurs 
de la coagulation, plus specialement vis-a-vis du fac- 
teur Xa du sang. Plus specialement, les inventeurs ont 
5 constate que de telles fractions et oligosaccharides 
possedent une faible activity anticoagulante globale 
telle que, mesuree selon la methode USP. En conse- 
quence, il apparait que le rapport de leur activity 
anti-Xa, exprimee en unites Yin-Wessler et de leur 

lO titre USP est eleve; il est en effet au moins egal a 30. 

On rappelle que l'activite Yin-Wessler est plus 
specialement representative de l f aptitude des frac- 
tions actives a potentialiser 1' inhibition du facteur 
Xa du sang par l'AT III dans le test correspondant 

15 et le titre USP du pouvoir des fractions actives a 
inhiber la coagulation totale du sang ou du plasma. 

Le titre Yin-Wessler est mesure' selon la methode 
decrite par ces auteurs dans J, Lab. Clin. Med . . 
1976,-81, 298 a 30O et le titre U.S. P. selon la 
■ 20 methode decrite dans "Pharmacopea of the United 

States of America", pages 229 et 230 (voir 6galement 
le deuxieme supplement U.S.P.-NP, page 62 et le qua- 
trieme supplement U.S. P., page 90, intitule" respecti- 
vement "Drug substances" et "Dosage Forms").. 

25 D'une maniere inattendue, il est ainsi apparu 

que cette activite* specifique anti-Xa souhaitee se 
retrouvait dans les chalnes oligosaccharidiques 
courtes, a savoir celles ne renfermant pas plus de 
8 motifs, pouvant etre i solves des melanges de depoly- 

30 merisation en ayant recours a certaines operations 

de purification realisees dans des conditions deter- 
minees . 

On notera que le terme "motif saccharidique^'. 
tel qu' utilise dans la description et les revend ; ica- 
35 tions designe les monosaccharides contenus dans "les 
chaines de l'heparine. 

En outre, selon un aspect de grand inte*ret, 



4 



0027089 



1' etude de ces fractions et oligosaccharides par 
les inventeurs a montrt que cette activite anti-Xa, 
telle que mesurde par le test Yin-Wessler, etait 
significative d'une activite antithrombotique £n vivo. 
5 L 1 invention vise done a fournir de nouveaux 

oligosaccharides et les fractions qui les renferment, 
posstdant une activite anti-Xa elev£e et presentant 
a l'egard du facteur Xa une selectivity remarquable 
dans le cadre des reactions enzymatiques successives 
10 qui caracterisent le processus de coagulation. 

Elle vise ^galement a fournir des caracttristiques 
de structure de ces oligosaccharides. 

Elle a tgalement pour but de fournir un procedd 
d'obtention de ces fractions, de mise en oeuvre aisee. 
15 L * invention a, en outre, pout but, de fournir des 

principes actifs de medicaments, et les medicaments 
eux-memes, capables notamment d'inhiber le facteur 
Xa selon un degre de selectivity eleve alors que leur 
activite sur la coagulation global e peut etre maintenue 
20 a un niveau .tres faible. Ces medicaments sont avanta- 
geusement utilisables pour des traitements antithrom- 
botiques sans en trainer de risques hemorragiques . 

Les "fractions evoqu£es ci-dessus sont du type de 
celles pouvant etre obtenues par un proc£d£ qui comprend 
25 les Stapes de : 

- mise' en contact de l^heparine (ou de fractions hepa- 
riniques) posstdant une activity an ti coagulant e et 
ayant des chaines de poids mol£culaire d 1 environ 
2.000 a environ 50000, avec un agent capable de 
30 depolym£riser ou de fragmenter les chaines heparini- 
ques, les conditions utilisees pour realiser cette 
etape etant ajustees de maniere a obtenir un -melange 
de depolymerisation contenant des fragments ou 
chaines oligosaccharidiques const itues par 8 ^motifs 
35 au plus, mais pos sedan t cependant une activite 

anti-Xa (Yin-Wessler) , et comprenant une sequence 
constitute de moins de 8 motifs, cette sequence 
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etant responsable dans une large mesure de l'activite 
specifique anti-Xa des produits ? 
_ le traitement du melange de depolymerisation pour sepa- 
rer au moins la majeure partie des chalnes oligosaccha- 
5 ridiques definies ci-dessus,- ce traitement compre'nant 
avantageusement, a) le contact du melange de depoly- 
merisation avec de I'AT III pour separer selectivement 
au moins la majeure partie, avantageusement pratique- 
ment la totalite des oligosaccharides possedant une 
10 sequence ayant une structure specifique, necessaire 

pour reconnaxtre l'AT III et se lier a cette derniere 
b) 1 'elimination des produits non desires ; ' 

c) la recuperation des produits desires. 
Lesdits oligosaccharides peuvent etre caract^rises 
15 par le fait qu' ils possedent une structure specifique 

capable de se lier a l'AT III. Ils possedent une activity 
anti-Xa superieure a celle de 1'heparine et une activite 
anticoagulante globale tres faible. 

Les produits possedant une affinity pour 1 'AT III, 
20 tels que * recup^res a partir du procede defini ci- 
dessus, sont.soumis a une ou plusieurs etapes afin de 
separer selectivement les oligosaccharides a chaines 
courtes definis ci-dessus. 

Cette separation est avantageusement obtenue par 
25 fractionnement du melange des produits elues possedant 
une af finite pour l'AT III, selon leur poids. moleculaire 
et/ou leur densite ionique, puis par recuperation des 
fractions d£sirees. 

En variants, on peut realiser le fractionnement 
30 directement sur le melange de depolymerisation. 
A ce stade, les fractions comprenant des chalnes 
oligosaccharidiques courtes, avantageusement les oligo- 
saccharides per se, peuvent etre isoles. Les fractions, 
le cas echeant les oligosaccharides, possedant une* 
35 af finite elevee pour l'AT III, sont ensuite separ4ies 
en ayant recours a une ^tape comprenant la mise en 
contact de ces fractions avec de l'AT III comme indique 
ci-dessus . 
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Les fractions oligosaccharidiques de 1' invention 
sont du type de celles obtenues en ayant recours aux 
differentes etapes definies ci-dessus. Elles sont 
caracterisees par le fait qu 1 elles sont depourvyes d'o- 
ligosaccharides comprenant plus de 8 motifs saccharidi- 
ques et qu' elles sont constitutes par des oligosaccha- 
rides ne renfermant pas plus de 8 motifs saccharidiques. 
contenant une sequence comportant moins de 8 motifs 
saccharidiques, responsable . au moins, dans une large 
mesure, de leur activite anti-Xa. 

Selon un mode de realisation, les fractions de 
1» invention sont du type de celles pouvant etre obtenues 
par un procede dans lequel le materiau heparinique 
est depolymerist par un procede chimique, en particu- 
lier de 1' acide nitreux HN0 2 en. milieu aqueux. 

Les chalnes hepariniques sont alors coupees entre 
un motif N-sulfate glucosamine et le motif acide uronique 
suivant, ce qui entraine la formation de chaines con- 
tenant- un * groupe 2,5-anhydromannose a leur extremity 
reductrice- 

Dans uh autre mode de realisation, la depolymeri- 
sation est realisee par voie enzymatique, avantageuse- 
ment avec une heparinase hautement purifiee, plus 
particulierement une heparinase d'origine bacterienne. 

Cetfc enzyme provoque la coupure des chaines hepa- 
riniques entre le carbone anomere d'un residu N-sulfate- 
glucosamine et le motif acide uronique suivant. 

Son action produit un melange d' oligosaccharides, 
(di-, tetra-,hexa-,octasaccharides) ayant essentiellement un nom- 
bre pair de motifs saccharidiques et termines p leur extremite 
non rdductrice par un acide uronique a, B-insature. 

On realise avantageusement la depolymerisation 
avec 1'heparine purifiee dans des conditions permettant 
d'obtenir lesdits oligosaccharides biologiquement actifs, 

renfermant pas plus de 8 motifs saccharidiques et, 
pour certains d' entre eux, pas plus de 6 ou meme moins. 

Ces conditions sont telles que I'on atteigne 
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la limite de la reaction enzymatique . En d'autres termes, 
les oligosaccharides resultants ne sont plus sensibles 
a 1* action de 1 1 heparimse hautement purifiee. 

Les oligosaccharides biologiquement actifs qprres- 
5 pondent alors a ceux qui peuvent etre separes desctits 
melanges de depolymerisation (obtenus par voie chimique 
ou enzymatique), par adsorption sur de l'AT III fixee 
sur un support par exemple de l'AT III fixee sur de 
1' agarose, dans des conditions permettant la fixation 

lO des produits ayant une affinity pour l'AT III, tandis 
que ceux qui sont depourvus d'une telle af finite sont 
elimines, par exemple par lavage. 

A la suite de cette operation, on proce.de a 
l'elution des produits retenus ou adsorbes afin de les 

15 recuperer et a leur f ractionnement pour isoler les 
chaines courtes ayant une activite anti-Xa. 

Le cas echeant, avant cette separation basee 
sur l'af finite des fractions pour l'AT III, on soumet 
le melange de depolymerisatio'n a un fractionnement 

20 comme deja mentionne 1 , afin de separer les chaines 
desirees. On effectue avantageusement une ^telle 
separation par gel permeation (gel filtration). 

La plupart des chaines oligosaccharidiques 
telles que celles isolees ci-dessus, outre leur 

25 af finite 6levee pour l'AT III, et par suite leur 

activite anti-Xa, sont caract^risees par des. spectres 
RMN comprenant, entre autres, un signal caract^ristique - 
dans la region du carbone anomere en position 2 des 
residus N-sulf ate-glucosamine (ce signal etant reper^ 

30 par un asterisque sur les fig. 5 et 6) . Ce signal 

n'apparait pas avec l'heparine. II peut etre vraisem- 
blablement attribue a la presence d'un substituant 
sur I'atome d'oxygene en position 3, et plus particu- 
lierement a un groupe 3-0-sulfate, sur le residu m- 

35 sulfate-D-glucosamine. *" 

Ces oligosaccharides sont, en outre, caracterises 
par un titre Yin-Wessler et un titre USP qui sont; 
dans un rapport respectivement d'au moins 30, de 
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preference d'au moins lOO. 

Des fractions oligosaccharidiques preferees et 
des oligosaccharides comprennent ceux ayant une affinite 
pour l'AT III et line activite anti-Xa (Yin-Wessl«r) 
5 superieure a celie de l'heparine. Une telle activite peut 
etre 10 fois superieure a celle de l'heparine. 

Des activites superieures a 100 ui/mg peuvent 
etre .observees pour certains oligosaccharides. Des 
valeurs superieures a 700 ui/mg, ou encore d'au moins 

lO 1000 ui/mg, meme 1200, pouvant atteindre 2000 ui/mg ou 
plus ont 6te observees pour d'autres oligosaccharides. 

Des oligosaccharides actifs de 1' invention possedent 
un residu N-sulfate-D-glucosamine avantageusement 3-0- 
sulfate (designe par F. dans la formule donnee ci-apres) . 

15 D!autres oligosaccharides comprennent, en outre, 

un residu N-acetyl-D-glucosamine (D) et/ou un residu 
d'acide D-gluc^uronique (E) et/ou un residu d'acide 
2-0-sulfate-L-iduronique (G) et/ou un residu de N- 
sulf ate r p-glucosamine (H) 

20 Chez d'autres oligosaccharides, on observe la 

presence des motif s saccharidiques suivants, k savoir 
d ' acide 2-0-sulf ate , 4 , 5-insature uronique (A) et/ ou 

— de N-sulfate-D-grucosamine (B) et/ou d'acide L- 
iduronique (C) . 

25 Des oligosaccharides pr£f£res de 1* invention 

possedent un residu N-sulfate-D-glucosamine a leur 
extremite reductrice. Ce residu est sulfate ou non en * 
position 3 et/ou 6. 

Certains oligosaccharides contiennent tous les 

30 residus indiques ci-dessus. 

Le dosage par colorimetrie des motifs N-ac4tyl- 
glucosamine, selon lam£thode de Smith et Gilkerson dans 
Annal. Biochem. 1979, 98, p. 478-480, montre alors 
la presence d' environ une molecule de N-acetyr t gluco- 

35 samine par chalne oligosaccharidique- 

Le dosage de glucosamine avant et apres hydrolyse 
acide permet la determination des quantity respectives 
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des motifs N-sulfate-glucosamine et N-acetyl -glucosamine . 

Certains oligosaccharides de 1' invention apparaissent 
ainsi caracterises par la presence d'un motif N-acetyl -D- 
glucosamine pour deux motifs N-sulf ate -glucosamine. 
5 D'autres oligosaccharides sont caracterises par 

la presence d'un motif N-acetyl -D-glucosamine pour trois 
motifs N-sul fate -D-glucosamine. ' 

Un oligosaccharide de ce type est constitue par 
un octasaccharide correspondant a celui presentant la 
lO sequence suivante ABCDEFGH. 
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Dans cette formule, R represente un atome d'hydrogene 
ou un groupe sulfate SO^". 

Un autre octasaccharide possede la sequence 
ABGHCDEF. 

5 Des hexasaccharides actifs de 1* invention compren- 

nent egalement. des motifs parmi lesdits motifs A,B,C,E e t 
H. l/un de ces hexasaccharides possede la sequence 
ABCDEF . 

Un autre hexasaccharide possede la sequence 
lo CDEFGH oil C est un acide uroniaue insature. 

Encore un autre hexasaccharide possede la sequence 
CDEFGH (oil C est un residu d' acide iduronique) . 

D'autres oligosaccharides actifs sont des penta- 
saccharides, en particulier celui possedant la structure 
15 DEFGH. 

Des chaines oligosaccharidiques plus courtes, encore 
biologiquement actives, font Egalement partie de 1» in- 
vent ion. 

L' invention vise egalement les sels pharmaceutiquement 

20 acceptabl'es de ces oligosaccharides. 

L* invention vise Egalement un proc^de d'obtention 
des fractions et oligosaccharides £voques ci-dessus, 
comportant la depolymerisation de l'heparine et le trai- 
tement du melange de depolymerisation resultant afin d'en 

25 separer les fractions renfermant des oligosaccharides consti- 
tues au plus par huit motifs saccharidiques (avanta- 
geusement ces oligosaccharides eux-memes) possedant 
une affinite pour 1»AT III , une activite anti-Xa (Yin- 
Wessler) elevee et un titre tlS^ trp.s faille. 

30 L'etape de depolymerisation est r^alis^e dans des condi- 

tions menagees afin de ne pasdegrader completement les chaines 
oligosaccharidiques et a conserver les motifs responsa- 
bles, dans une large me sure, de l 1 activity anti-Xa 
(Yin-Wessler) . 

35 De preference, les conditions de depolymerisation 

du procede defini ci-dessus sont aj us tees de man i ere 
a conserver le pouvoir d'au moins une partie des 
oligosaccharides resultants d'etre retenus specif ique- 
ment sur de l'AT III immobilisee. 
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Ces conditions sont choisies de maniere a conserver 
une activite anti-Xa (mesurable par le test Yin-Wessler) 
chez au moins une par tie des oligosaccharides resul- 
tants,. leur activity anti-coagulante selon le teat USP 
etant pratiquement nulle. 
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Naturellement, les conditions de depolymerisation donnees 
ci-dessus peuvent etre modifiees, elles apparaissent toute- 
fois avantageuses lorsqu'on souhaite obtenir des rendements 
eleves en oligosaccharides possedant une activite anti-Xa 
5 (Yin-Wessler) . 

Lorsqu'on depolyraerise I'heparine avec HNO^ il apparait 
avantageux de r^aliser la reaction en milieu aqueux, a un 
pH de l'ordre de 2 a 4, de preference de 3, et a une tempe- 
rature voisine de l'ambiante. 

10 Lorsqu'on depolymerise avec une heparinase, on met en 

oeuvre de preference une heparinase hautement purifiee, en 
particulier, une heparinase d' origine bacterienne, plus 
specialement provenant de Flavobacterium heparinum. On 
controle les conditions afin d' obtenir les fragments les 

15 plus courts possedant encore une af finite pour l'ATIII 
et une activite anti-Xa (Yin-Wessler) . 

On opere avantageusement a un pH de l'ordre de 6 a 
8, en particulier voisin de la neutralite et a une tempe- 
rature voisine de l'ambiante. On ajoute 1' heparinase por- 

20 tion par portion dans le melange reactionnel jusqu'a hydro- 
lase complete. 

La depolymerisation avec l'heparinase peut etre, le 
cas echeant, effectu^e sur les fractions resultant des 
fractions oligosaccharidiques obtenues apres degradation 

25 de I'heparine par HNO^- On peut egalement la r^aliser avec 
les oligosaccharides de poids moleculaire eleve qui sont 
retenus, sur l'ATIII immobilisee, en meme temps que les 
oligosaccharides actifs comportant moins de 8 motifs, 
et qui sont elu^s avec ces oligosaccharides a chaines 

30 courtes. 

La separation et la recuperation de fractions contenant 
les oligosaccharides desires sont avantageusement reali- 
sees par chromatographic d'af finite dans une colonne 
contenant de l'AT III immobilisee. 
35 Des resultats satifaisants sont obtenus en ayaot. 

recours a un gel d 'agarose commercialise sous la denomi- 
nation sepharose sur lequel sont immobilises des motifs 
d'ATIII. 

Pour obtenir la separation desiree de la majeure partie 



i4 0027089 

des produits contenus dans le melange de depolymerisation 
et ayant une af finite elevee pour l'ATIII, on equilibre 
avantageusement la colonne avec un tampon ayant une 
force ionique d' environ 0,2 M, de preference, superieure 
5 k t>, 1 M, a un pH de 6 a 8, de preference, voisin*ou lege- 
rement superieur a. la neutrality . 

Les produits depourvus d'af finite pour l'ATIII ou 
n 1 ayant qu'une tres faible af finite pour l'ATIII sont 
elimin^s par lavage avec un tampon avantageusement du 
10 meme type que celui utilise pour 1 ' equilibrage de la 
colonne . 

Un mode de realisation prefere pour recuperer 
les produits retenus ou adsorbes sur l'ATIII. ayant une 
activite anti-Xa (Yin-Wessler), comprend la d4sorption et 
15 la recuperation de tous les oligosaccharides par elution 
avec un tampon ayant une force ionique suff isante a cet 
effet. 

Le tampon utilise.' pour cette elution est alors 
avantageusement choisi parmi ceux qui n ' interf erent 

20 pas avec ;Les etapes de recuperation ulterieure (en 

particulier avec- la precipitation alcoolique) des oligo- 
saccharides contenus dans les fractions recuperees. 

Un tampon approprie contient un sel de calcium, 
tel que le chlorure de calcium qui reste soluble en pre- 

25 sence d'une concentration en alcool (tout alcool approprie, 
par exemple Methanol) provoquant la precipitation des 
oligosaccharides. On peut egalement utiliser un sel de 
sodium. 

Apres elution des produits a affinity pour 
30 l'ATIII, il est avantageux d'effectuer une precipitation 
alcoolique aux fins de leur recuperation, leur separation 
etant ensuite effectuee, par exemple, par centrifugation. 

Afin d'obtenir des fractions d'oligossacharides 
ayant une forte activity anti-Xa (Yin-Wessler) qi un 
35 caractere homogene -satis faisant, on soumet le melange 
de tous les oligosaccahrides initialement retenus sur 
l'ATIII a une operation de fractionnement, avantageusement 
par gel filtration, ou encore par chromatographic d'^change 
d'ions ou les deux ou toute autre methode qui conduirait k 
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On conduit avantageusement 1* operation de 
gel filtration de maniere a eluer tout d'abord les plus 
grosses molecules puis a recuperer les plus petites en 
commencant avec les fractions qui ont un titre ¥in-Wessler 
et un titre USP dans un rapport d r au moins 30 ou meme 
d'au moins 50, de preference, de 100 ou superieur,. la re- 
cuperation s'^tendant a toutes les fractions restantes 
qui possedent encore une activite anticoagulante au moins 
dans le test de Yin-Wessler. 

Naturellement, selon les quantites de solution soumi- 
ses a 1' operation de gel filtration, on choisira les volu- 
mes des fractions successivement eludes afin de retenir 
celles des fractions les plus appropriees pour 1' applica- 
tion souhaitee. 

Dans une variante, avant l'etape de fixation sur 
l'ATIII, on elimine du melange de depolym^risation les 
oligosaccharides comportant plus de 8 motifs sacchari- 
diques et ce, avantageusement par gel filtration ou une 
technique similaire conune indique ci-dessus. 

A partir des fractions eiue'es ci-dessus, on peut 
separer des oligosaccharides biologiquement actifs, a 
savoir des octa-, hepta-, hexa-, penta-, tetra-, et 
des trisaccharides. 

L ' etude Pharmacol ogique des fractions -et oligo- 
saccharides de 1' invention a montre qu'il existe un 
rapport entre leur activite anti-Xa telle qu'exprimee 
en united Yin-Wessler et leur activity antithrombotique. 

Ces fractions et oligosaccharides apparaissent 
capables d'exercer une activite antithrombotique puissante. 
En raison de leur activite" anticoagulante faible et meme ura- 
tiquement nulle, les risques d'h^morragie sont avanta- 
geusement pratiquement 4limin4s. 

Parmi les essais effectues in vivo, pour ^tudier 
leur activite" antithrombotique, le test suivant-a 6t& 
realise sur le lapin selon la methode de Wessler "et al 
dans J. of appr. Physiol 1959, 14, 943-946. 

On a provoque la formation de call lots dans la 
veine jugulaire du lapin en injectant un complexe de 
prothrombine activee. 
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On a etudie l'effet preventif U ^ ' 

de J^octosaccharide ABCDEFGH / possedant un titre^ Yiri-Wessler 
de 2000 unites par mg, vis-a-vis de la formation de cail- 
lots et ce / en injectant 1 'octasaccharide avant injection de 
5 25 unites Ag de complexe thrombogenique . *! 

Lorsqu'on injecte les oligosaccharides avant le 
complexe de prothrombine activee a des doses de 150 250 
ui/mg (Yin-Wessler), on obtient une protection importante 
vis-a-vis de la formation de caillots. 
10 Cet octasaccharide possede done une activite 

antithrombotique puissante. Avantageusement, on ne peut 
deceler d 1 activite anticoagulante globale. 

Les fractions oligosaccharidiques de 1' invention 
sont depourvues de toxicite. L 1 administration de 10 000 u/kg 
15 (titre Yin-Wessler) de l'une des fractions de 1* invention 
ne provoque chez le lapin aucune reaction toxique,,ni d'ef- 
fet pyrogenique. ..dans le test de pyrogenicite chez le 
lapin conforme a la pharmacopee francaise.; 

Les compositions selon 1' invention sont alors 
20 particulierement appropriees pour le controle specif ique 

de certaines etapes de la coagulation chez I'horame ou 1* ani- 
mal, en particulier, iU-orsqu'on souhaite effectuer un 
controle selectif de 1' activite du facteur Xa du sang (par 
" exemple chez les patients qui ont subi, ou qui vont subir 
25 une operation, dans le cas de maladie atheroma teuses , 
de perturbations de mecani sines de la coagulation par 
des activateurs bacteriens ou enzymatiques etc..,.). 

L * invention est done relative a des preparations 
pharmaceutiques qui renferment lesdites fractions oligo- 
30 saccharidiques ou les oligosaccharides eux-memes, a activity 
anti-Xa elevee. 

Elle est plus particulierement relative a des 
preparations pharmaceutiques depourvues de substances pyro- 
genique* contenant une quantite ef ficace de princtpes actifs 
35 en association avec des excipients pharmaceutiques. 

En particulier, elle cpneerne les compositions 
dans lesquelles le vehicule pharmaceutique est approprie 
pour l 1 administration par voie or ale. Des formes d 1 adminis- 
tration de 1' invention appropriees pour 1* administration 
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par voie orale peuvent etre avantageusement des gelules 
gastroresistantes, des comprimes ou tablettes ou des 
pilules. 

D'autres compositions pharmaceutiques comprennent 
5 ces oligosaccharides ou fractions oligosaccharidiques en 
association avec les excipients appropries pour 1' adminis- 
tration par voie rectale. Des formes d« administration cor- 
respondantes sont constitutes par des suppositoires . 

D'autres formes d' administration de I'invention 
10 sont constitutes par des aerosols ou des pommades. 

L ' invention concerne egalement des compositions 
pharmaceutiques injectables, sttriles ou sterilisables. 

Ces solutions renferment avantageusement 1000 a 
100 OOO u(Yin-Wessler)/ml d 'oligosaccharides ou de fractions 
15 oligosaccharidiques, de preference de 5000 a SO OOO, par 
exemple de 25 OOO u/ml, lorsque ces solutions sont des- 
tinees a 1 'injection par voie sous-cutanee. Elles peuvent 
contenir, par exemple, de SOO a 10 000, notamment 5000 
u/ml d' oligosaccharides ou de fractions oligosaccharidiques 
20 lorsqu'elles sont destinees a I'injection par voie intra- 
veineuse ou par perfusion. 

Avantageusement, de telles preparations pharmaceu- 
tiques sont presentees sous la forme de seringue non 
recuperables, ,.pretes a l'emploi. 
25 L ' invention concerne egalement les compositions 

pharmaceutiques contenant lesdits oligosaccharides en asso- 
ciation avec un autre principe actif , utiiisable en 
particulier pour la prophylaxie et le traitement de throm- 
bose, tel qu'un agent veinotonique comme la dihydroergo- 
3o tamine, un sel d'acide nicotinique ou un agent thrombo^r.- 
tique comme 1' urokinase. 

Les fractions oligosaccharidiques et oligosaccha- 
rides de I'invention sont avantageusement sous la forme 
de sels d'au moins un metal physiologiquement acceptable 
35 tel que le sodium et/ou le calcium et/ou le magnesium. 

Les compositions pharmaceutiques de I'invention 
sont particulierement adaptees pour le control (preven- 
tif ou curatif ) de certaines Stapes de la coagulation du sang 
Chez l'homme ou l 1 animal, notamment dans le cas ou le patient 
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est soumis & des risques d'hyp-ercoagulabilite resultant 
notamment de la, liberation par l'organisme de 
thromboplastines, par exemple, de* thromboplastines 
tissulaires (operations chirurgicales 4 , processus athe- 
romateux, developpement de tumeurs et troubles* ~de la 
coagulation par des activateurs bacteriens ou enzymati- 
ques, etc. • • •) • 

Afin d'illustrer 1' invention, on indique, ci-apres, 
un exemple de posologie utilisable chez l'homme : 
cette posologie comprend, par exemple, 1 'administration 
au patient de 1O0O k 2SOOO u par voie sous-cutanee, 
deux ou" trois fois par jour, selon le niveau des ris- 
ques d ' hypercoagulabilitfe ou la condition thrombotique du 
patient, ou de 1000 k 25 OOO u/24 heures par voie intra- 
veineuse, en administrations discontinues a intervalles 
reguliers, ou continues par perfusion, ou encore de 
1000 k 25000 u (trois fois par semaine) par voie intra- 
musculaire (ces titres sont exprimes en unites Yin- 
Wessler) . Ces doses peuvent etre naturellement ajustees 
pour chaque patient en fonction des resultats et des 
analyse* de sang effectuees auparavant, la nature des 
affections dont il souffre et, d'une maniere gene- 
rale, sont etat de sante. 

L ' invention se rapporte egalement a 1 1 application 
des oligosaccharides de 1* invention et des fractions qui 
les renferment, a la constitution de reactifs biolo- 
giques, utilisables en laboratoires notamment comme 
elements de comparaison pour l 1 etude d'autres substances 
dont on souhaite tester l'activite ant icoagul ante, 
notamment au niveau de 1* inhibition du facteur Xa. 

Elle vise egalement 1" application des fractions 
et oligosaccharides en medecine nucl^aire, en tant que 
produits radiopharmaceutiques • Les oligosaccharides 
et fractions definis ci-dessus sont marques j>ar des tra- 
ceurs choisis parmi ceux couramment utilises Mans ce 
domaine, et notamment a l'aide de technetium 99 m. 

A cet effet, on trans forme le technetium 99m ob- 
tenu k partir de generateurs du commerce, sous forme 
de pertechnetate -de sodium de valence 7 non reactif , 
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en technetium reduit de valence 4 qui serait la forme 
la plus reactive du technetium. Cette transformation 
est effectuee grace a un systeme reducteur realise a partir 
de sels d'etain (chlorure stanneux) , de sels de fers 
5 (sulfate ferreux) , de sels de titane (trichlorure de titane) 
ou autres sels* 

La plupart du temps, cette simple reduction du 
technetium suffit dans des conditions de pH donne, a reali- 
ser la fixation du technetium sur la molecule considered . 
10 On peut utiliser les produits de 1» invention, qui 

' constituent en quelque sorte un support, k des doses de 
l'ordre de 100 a 200 ui Yin-Wessler. 

Pour 1 'elaboration de ces radiopharmaceutiques, on 
peut operer conf ormement a la methode de P.V KULKARNI e t al 
15 dans The Journal of Nuclear Medecine 21, No 2, p 117-121. 

Les produits ainsi marques sont avantageusement 
utilises dans des tests in vivo pour la detection et le 
diagnostic d' extension des thromboses et des etats thrombo- 
tiques . 
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D'autres caracteristiques et avantages de 1' inven- 
tion apparaltront dans la description qui suit des exemples et 
en se referant aux dessins, 
EXEMPLE 1 : 

5 Proc6de d-'obtention de fractions oligosaccharidi- 

ques comprenant les etapes de : 

I - Depolymerisation d'heparine avec HN0 2 , 

II - separation des oligosaccharides biologique- 

ment actifs par chromatographie sur Sepharo- 
10 * se - AT III 

III - gel filtration des fractions eluees et re- 

cuperation des produits desires. 

I Depolymerisation d'heparine en presence d'acide .nitreux - 

On dissout 20 g d'heparine (titre USP : 150 Ul/mg,' 
15 titre YIN-WESSLER : 150 Ul/mg) dans 800 ml d'eau a tempera- 
ture ambiante. 

On ajoute 200 ml d'acide sulfurique .0,5 M puis 
13,8 g de nitrite de sodium (molarite finale.de Ifecide sul- 
furique : 0.1 M, et du nitrite : 0.2 M) . 
20 La. reaction.' s • accompagne: d'un d^gagement 

d' azote gazeux. On arrete la reaction au bout de 15 minutes 
en ajustant le pH a 7-7,2 avec de la soude 5 N. 

Les produits de depolymerisation sont precipit^s 
par de l'ethanol (7 volumes), a savoir, dans ce cas, 7 li- 
25 tres. 

Le precipite est centrifuge, lav6 avec de l'alcool 
et seche sous vide. 

On recupere 24,8 g de produit ayant un titre USP 
nul et un titre YIN-WESSLER de 7 Ul/mg. 
30 L 1 augmentation apparente de poids du precipite 

resulte de la precipitation partielle du sulfate de sodium 
avec les produits de depolymerisation. 

II Chromatographie sur SEPHAROSE- AT III 

Les produits de depolymerisation obtenus sont sou- 
35 mis a une chromatographie sur gel de SEPHAROSE sur" lequel 
sont retenus des motifs d'AT III. 

Avec un tampon constitue par NaCl 0.2 M,tris-HCL 
0,05 M, pH 7,2, on equilibre une colonne (de 2,6 cm de dia- 
metre et de 40 cm de hauteur) contenant 200 ml de SEPHAROSE- 
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AT III (approximativement 10 mg d' AT III bovine immobilisee 
par ml de SEPHAROSE) . 

On dissout 1,6 g des produits de depolymerisation 
ci-dessus dans 16 ml d'un tampon NaCl 0,2 M et on -fait pas- 
5 ser cette solution a travers une colonne a une Vitesse de 
50 ml par heure, puis on rince la colonne avec 500 ml d'un 
tampon NaCl 0,2 M. 

Les oligosaccharides retenus sont ensuite elues 
de la colonne a l'aide d'un tampon capable de desorber tous 

10 les oligosaccharides retenus sur l'AT III inunobilisee (CaCl 2 
0,2 M, tris-HCl 0,05 M, pH 7,2). On recupere la partie de 
1' effluent qui contient les oligosaccharides, et on preci- 
pite ces oligosaccharides a l'aide de 10 volumes d'ethanol . 

Apres lavage avec de l'ethanol'. et sechage sous 

15 vide, on recupere 5 mg de produit ayant un titre USP de 
66 Ul/mg et un titre YIN WESSLER de 1 600 Ul/mg. 

Les produits ainsi obtenus sont constitues par un 
melange de mucopolysaccharides de poids moleculaire eleve 
et d 'oligosaccharides de faible poids moleculaire. 

20 III Gel filtration 

On dissout dans 2 ml d'eau distillee 90 mg d'un 
melange de mucopolysaccharides et d 'oligosaccharides obte- 
nus par un pro cede dont les ' - paragraphes precedents 
sont representatif s. On depose cette solution au sommet 

25d'une colonne (hauteur 1 m, diametre 2,6 cm) de gel filtra- 
tion formeede particules extremement fines commercial is ees 
sous la denomination SEPHADEX G 50, cette colonne etant 
equilibree avec de l'eau distillee. On realise I'elution 
avec de l'eau distillee a une Vitesse de 26 ml A- On re- 

30 cueille l'eflauent par fractions (6 ml par tube). On evalue 
la teneur en mucopolysaccharides de chaque tube par absorp- 
tion UV a 206 nanometres. 

Les contenus des tubes sont reunis pour former 
les fractions numerotees 1 a 5* . 
35 Les mucopolysaccharides contenus dans chacune 

de ces fractions sont precipites par de l'alcool et seches. 

On indique ci-apres les poids et les proprietes 
ant icoagul antes de ces fractions : 
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15 mg 
156 Ul/mg 
190 U/mg 



5 fraction 


(2) 


Poids 


- 


16 mg 






Titre 


USP : 


139 Ul/mg 






Titre 


YIN-WES SLER : 


520 U/mg 


fraction 


(3) 


Poids 




17 mg 


10 




Titre 


USP : 


50,3 Ul/mg 






Titre 


YIN-WESSLER : 


1 390 U/mg 


fraction 


(4) 


Poids 




40 mg 






Titre 


USP : 


7 Ul/mg 


15 




Titre 


YIN-WESSLER : 


870 U/mg 


fraction 


(5) 


Poids 




1 mg 






Titre 


USP J 


nul 






Titre 


YIN-WESSLER : 


: 150 U/mg 


20 











On etudie les domaines de poids moleculaire des 
fractions ainsi obtenues, en particulier de la "fraction 4" 
et de la "fraction 5", a lafois par chromatographic sur 
papier et par Chromatographie Liquide sous Haute Pression 
25 (HPLC) et on effectue une etude comparative en considerant 
les resultats obtenus selon les memes conditions experimen- 
tales avec un deca saccharide d'heparine et : 

- par chromatographie sur papier, avec les pro- 
duits de reference deer its dans 1' article de SILVA et 

30 DIETRICH (SILVA M- E. et DIETRICH C P. , J. Biol- chenu 
Vol. 250 (1975) p. 6 841 - 6 846) , et 

- par HPLC sur gel de silice, avec une serie de 
polystyrene-sodium sulfonates ayant des poids moreculaires 
connus allant en augmentant et des echantillons g*heparine 

35de poids mol^culaires connus. 

la "fraction 4" apparait constitute par un oligo- 
saccharide possedant moins de 8 motifs saccharidiques et 
probablement pas plus de 6 motifs saccharidiques, et la 
"fraction 5" d'un oligosaccharide possedant moins de 6 mo- 
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fraction (1) Poids 

Titre USP 



Titre YIN-WESSLER 
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tifs saccharidiques, plus vraissemblablement pas plus del 
motifs saccharidiques. 
EXEMPLE 2 

Procede d'obtention de fractions oligosaccharidi- 
5 ques comprenant les etapes de : *? 

A - depolymerisation de l'heparine par digestion 

avec une heparinase ; 
B - fractionnement du melange de depolymerisation 
par gel filtration sur DEAE Sephadex A 25 ; 
10 c - isolement des produits biologiquement actifs 

par chromatographie sur agarose - AT III. 
A Depolymerisation de l'heparine par digestion avec uns 
heparinase 

1° Preparation_de_l^heparinase : 
15 Pou r la degradation de l'heparine on utilise des 

enzymes de Flavobacterium heparinum. 

Les enzymes de Flavobacterium heparinum sont cul- 
tives selon la methode de Payza et Korn, decrite dans J. 
Biol. Chem. 1956, 223, p. 853 - 858. Les cellules lyophilisees 
20 sont broyees a sec en presence d'alumine puis extraites 
par un tampon acetate a pH neutre. 

Les parties insolubles sont eliminees et la solu- 
tion obtenue est successivement chromatographiee sur DEAE 
puis sur deux agaroses tels que ceux commercialises sous 
25 les denominations CM Sepharose CL 6B et Ultrogel ACA 54. 

On obtient ainsi 20 mg d* heparinase ayant un 
degre de purete de 90 % (cette purete est evaluee par elec- 
trophorese) et un titre de 30 000 unites/mg (8 333 unites 
telles que mesurees selon la methode de HOVINGH et al 
30 (1970), J. Biol. Chem. 245, 6, 1970). 
2 ° Degolymerisation_de_l^heparine 

On dissout dans 50 ml d'eau distillee 1 g d'hepa- 
rine pour utilisation therapeutique. On ajoute 1 g'd'acetate 
de sodium et 100 mg de chlorure de calcium. On ajuste le 
35 p h a 7,2 par addition de HOC1. IN. 

On ajoute ensuite 1 mg d'une solution d* hepari- 
nase hautement purifiee telle qu'obtenue ci-dessus, et l'on 
soumet le melange a incubation pendant 15 heures a 30°C. 
Apres precipitation par 10 volumes d'ethanol a 100° GL, 
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on seche le produit depolymerise obtenu. Ce produit sera 
designe c±-apres par P. 

B Fractionnement stir "DEAE SEPHADEX A 25 " 

Avec un tampon NaCl 0.1 M, pH 7,0 on equilibre une 
5 colonne de 16 mm de diametre renfermant 50 ml de §el connu 
sous la denomination indiquee sous B. On depose 20 ml d'une 
solution renfermant 180 mg dudit produit P dans le tampon, 
puis on elue avec un gradient de NaCl selon lequel on uti- 
lise au depart 250 ml d'un tampon NaCl 0.1 M, puis d'un 

10 tampon CaCl 2 0.5 M, pH 7,0. La Vitesse d'elution est a jus- 
tee a 30 ml/h. On recupere des volumes successifs de 10 ml. 

Sur la figure 1 on a represente le diagramme 
d'elution suivi par mesure de la densite optique a 232 nm. 
Les volumes sont reunis en fractions 1, 2, 3, 4 selon les 

15 mesures de densite optique, comme raontrees sur la figure i. 
Leuxs densites optiqties respectives sont donnees dans le ta- 
bleau 1 qui suit. 



TABLEAU I 



20 
25 


No 
fraction 


Poids 


Rendement 
en poids 
* 

a partir de 
120,8 mg de 
aroduit de depart 


(otj^ (c=l,eau) 

sur la bande 
D du sodium 


232 nm 
D0 -H 2 0 

(conc:l mg/ndj) 




1 


22 mg 


18 % 


+ 33° 


2,1 


30 














2 


69 mg 


57 % 


+ 30° 


3,2 


35 














3 


20 mg 


16 % 


+ 30° 


• 2,6 


40 


4 


9,8mg 


8 % 


+ 21° 


1,7 
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C Chroma toqr a phi e d'af finite sur agarose - AT III de la 

deuxieme fraction 

Avec un tampon NaCl tris-HCl 0,025 M, pH 7 ,4, on 

equiiibre une colonne ayant un diametre de 2,5 cm conte- 

5 nant 50 ml d'agarose, sur laquelle sont immobiliYees des 

molecules, d' AT III (Agarose-AT III). 

On dissout dans 6 ml du tampon en question 60 mg 

de la fraction n° 2( P2) du tableau I, puis on depose la 

solution au sommet de la colonne. On effectue l'elution 

10 avec des solutions successives : 

Le premier eluant utilise est le meme que celui 

indique ci-dessus (on separe ainsi un efluant contenant 

50 mg du produit designe par P 2 (B) contenu dans le 

premier pic detecte de densite optique a 232 nm) ; en 

15 changeant d' eluant et en utilisant NaCl 0, 2 M tris-HCI 

0,05 M, de pH 7,4, on ne desorbe aucune fraction active 

du gel ; en utilisant ensuite comme eluant CaCl2 2 M on 

obtient un pic (les volumes renfermant les fractions qui 

donnent naissance a ce pic sont precipites par de l'al- 

20 cool et fournissent 5 mg de fraction a activite £levee 

(produit designe par P 2 (A) ) . 

Les caracteristiques physiques et biologiques de 

cette derniere fraction sont les suivantes : 

titre YIN-WESSLER : 1 400 unites/mg 

25 OQ 1° = + 24° (c = 1, eau) 

nn 235 nm - a = 

D0 - HC1 0,03 N " 4 ' 5 

Les resultats de 1' analyse de P 2 (A) sont donnes 
ci-dessous : 

10 A^alyse_chimique 
30 On dose les constituants de P 2 (A) en ce qui con- 

cerne : 

- les acides uronlques selon la methode de Bitter 
T. et al. , Anal. Biochem. , 4 (1962), 330-334 . 

- les hexosamines, d'une part par la metho.de de 
35 El son-Morgan, telle que modifie'e par Antonopoulos C.A. 

et al., Biochem. Biophys. Acta 83 (1964), 1-19 (apres 
hydrolyse de P 2 (A) par HC1 6N pendant 4 heures, a 110°C 
sous atmosphere d' azote), et d' autre part par la methode 
de Smith R. L. et Gilkerson £. , A.nal. Biochem., 98 (1979), 
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478-480, sur des echantillons so it non-hydrolyses, soit 
hydrolysis de P 2 (A) ; 

- les sulfates, par la methode de T. T. Terho et 
al., Anal. Biochem. , 41 (1971), 471-476. 

Les resultats relatifs a la composition sdnt re- 
sumes dans le tableau II qui suit, exprimes en pourcen- 
tages en poids (premiere ligne) , en rapport molaire par 
rapport aux motifs glucosamine apres hydrolyse (H + ) selon 
la technique de Smith et Gilkerson (deuxieme ligne) - 



TABLEAU II 





Acides 
uronijiies 


Hexosamines 






Smith-Gil. 


Antonopoulos 


Sulfates 






H ( + ) 






P 2 (A) 


15,2 % 


18,7 % 


12,8 % 


12 % 




0,9 


1,0 


0,7 


1,4 



Ces resultats montrent que les oligosaccharides 
de-1' invention comprennent- essentiellement : 

- i mole d'acide uroniqiepar mole d'hexosamine ; 

- 1,4 mole de sulfate par motif disaccharidique 
(comportant un motif uronique et un motif hexosamine) ? 

- des motifs 2 N-sulfate-glucosamine par motif 
1 N-acetyl-glucosamine. 

50 fll d'une solution de 0,5 rag/ml de P 2 (A) sont 
sounds a une elution a l'aide de Na 2 S0 4 0,02 M (1 ml/mi- 
nute) a travers une premiere puis une deuxieme colonne 
(250 X 4,6 cm) contenant respectivement de la siiice 
commercial isee sous la denomination LICHROPHOSPHER Si 
100 et une troisieme colonne (250 X 3 cm) remplie d'un 
mater iau commercialism (par WATERS et Associates) sous 
la denomination micro -BONDAGEL. Le poids moleculaire de 
la fraction selon 1' invention est appricie en fonction 
du temps dilution (ou de retention sur les colonnes) , 
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en se referant aux variations lineaires des temps de re- 
tention de polystyrene-sulfonates standards de poids mo- 
leculaires connus (respectivement 4 000, 6 500, 16 000 
et 31 000) ainsi qu'avec un tetrasaccharide ayafft un poids 
moleculaire connu de 700 a 900 soumis aux memes determi- 
nations, exprime en valeur logarithmique correspondant 
auxdits poids moleculaires. Les mesures ont ete effec- 
tuees sur un chromatographe . SPECTRAPHYSICS 3 500, et 
la detection des fractions par spectrophotometrie UV 
(200 mu et 230 mu) . 

Cette determination ainsi que les autres deter- 
minations chimiques selon la methode de A. Linker et 
P. Hovingh, Biochem. volume 11, n° 4, 1972, p. 563-567, 
confirme que les oligosaccharides actifs ne renferraent' 
pas plus de 8 motifs saccharidiques. 

3 ° 5&sorption^en_ultra-violet 

On effectue les mesures d* absorption UV sur une 
solution de 100 Y /ml de P 2 (A), dans une bande UV de 
215 a 260 nm. L ' absorption maximale est observee a 230- 
235 nm. 

EXEMPLE 3 

Procede d'obtention de fractions oligosaccharidi- 
ques comprenant les etapes de : 

I depolymerisation enzymatique de 1' Sparine ? 

II isolement des produits biologiquement actifs 
par chromatographie sur Sepharose-AT in ; 

III gel filtration des fractions eluees et recu- 
peration des produits desires - 

1 Polymerisation ^ nzvmatiq ti e de 1 'h^nRr-in^ 

On dissout 2 g d'heparine pour utilisation 
therapeutique dans 100 ml d'un tampon acetate (NaOAc 
0,15 M, NaCl 0,15 M ; Ca Cl 2 0,005 M ; pH 6,9). . 

On soumet la solution a incubation pendant* 24 
heures a 30°C. * 

L'heparinase hautement purifiee prec&aemment obte- 
nue est ajoutee a la solution comme suit : 

0,4 mg (quantite basee sur le dosage de proteines) 
au temps t = 0, 

0,2 mg au temps t = + 8 heures. 



0,2 mg au temps t = + 24 heures. 0027089 
A t = + 36 heures, une autre addition d'hepari- 
nase ne provoque pas une augmentation de la densite op- 
tique a 232 ran. On consider e que la reaction est termi- 
5 n£e et que les produits sont recuperes par preoipitation 
alcoolique et seches (rendement en pourcentage en poids 
90 %). 

2 - Chromatographic d'af finite sur Sepharose-AT III des 
produits depblvmerises 
10 On equilibre avec un tampon Ka Cl 0,1. M, tris- 

HC1 0,05 M, pH 7,5 une colonne de chromatographic 
(5 X 18 cm) contenant 10 mg d 'AT III immobiliseepar ml 
de Sepharose.. 

On depose 2 g des produits de degradation de 
15 l'heparine en haut de la colonne. 

i 

On lave la colonne avec ledit tampon, ce qui per- 
met d'eliminer les fractions non fixees (les produits 
correspondants seront designes ci-apres par UP) . 

Les produits fix£s (designes par F P) sont ensuite 
20 elues avec une solution de CaCl 2 1 M pH 7,2. 

Les produits sont precipites avec de l'alcool et 
r£cup£res par centrifugation. On recupere d f une part 
1,6 g de UP, et d* autre part 8 mg de FP ayant une activi- 
ty _ (Yin-Wessler) de 800 ui/mg. 
25 3 - Gel filtration 

Les produits UP et FP sont soumis separement a 
une gel filtration. 25 rag de chacun des produits sont 
filtres sur une colonne (200 X 0,6 cm) d'un gel de Se- 
phadex G 50 Super fine - 
30 On realise l'61ution a I'aide d'une solution de 

NaCl 0,2 M. On recueille des fractions de 0,65 ml. Apres 
Elimination des sels sur Sephadex G 25, on lyophilise 
les produits. 

Sur la figure % on a represent^ les diagr-ammes 
35 dilution des fractions UP (courbe en continu)*et des 
fractions FP (courbe en pointilles) 
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L'elution est controlee par mesure de la 
density optique a 230 nm (longueur d'onde d»absorption 
de la double liaison cre£e par 1 ' heparinase) . 

Conf ormement aux mesures de densite opjtique, 
5 on fractioni*UP en di-, tetra-,hexa-, et octasaccKarides 
(UP 2 , U? 4 , UP 6 et UPg) et en un autre produit ayant un 
degr£ de polymerisation superieurr <UP + g) . UP & et UP +8 
n ' apparaissent pas sur les courbes d'elution de la figure 
2. car ils representent un trop faible pourcentage (3,4 et 
10 1,3X respectivement) et sont seulement d^tectes a sensi- 
bility £levee. 

La fraction FP est separee en quatre fractions, 
designees respectivement par FPa, b,c, et d, selon le 
volume decroissant d'elution. La majeure partie des 
15 fractions FP est £lu£e l£gerement avant la fraction 
Dans le tableau 3, ciapres, on rapporte les 
r£sultats concernant chacune des fractions UP et FP. 

Ces resultats comprennent : le volume d'elution 
(ml)de chacune desdites ' fractions provenant des fractions 
20 UP et FP ; le pourcentage de chacune de ces fractions 

dans le melange des fractions respectivement UP et FP ? 
le pouvoir rotatoire specif ique de chacune des fractions, 
(mesure" avec un polarimetre electronique en solution aqueuse, 
g£neralement a 1%) ; l'absorbance a 230 mn (mesuree dans une 
25 solution a 0,01% de HC1 0,03m, les resultats £tant expri- 
mes en density optique d'une solution 1 pour lOOO ; et 
l'activite anti-Xa dans le plasma humain des fractions 
FP, mesur^es selon le teat de Yin-Wessler dont question 
ci-dessus. 
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II ressort des resultats donnes dans le tableau 
ci-dessus que chacune des fractions FP possede une activite 
anti ^'a y. J 'activite la plus importante apparaissant 

dans la fraction FPa. On notera que cette fraction^resente 
5 50 a 60% du ..melange FP. ' 

La fraction FPa a ete soumise a plusieurs trai- 
tements afin d'elucider sa structure. Les resultats ana- 
lytiques suivants ont ete obtenus : 

- Degradation de FPa par traitement avec de l'acide nitreux 
lO Les fractions FPa recuperees apres la gel filtra- 

tion sont incubees avec HNO2 en milieu aqueux dans des 
conditions permettant la degradation des chaines d' oligo- 
saccharides. La degradation est realis4e selon la methode 
de Shiveley et Conrad, decrite dans Biochemistry 1976, 15, 
15 3932-3942. 

Sous 1' action de HNO^/ les chaines oligosacchari- 
diques sont fragmentees en di- et tetrasaccharides, la 
coupure intervenant apres les motifs N-sulfate glucosa- 
mine, ces motifs etant transformes en groupes, 2,5- 
20 anhydromarinose. 

. On" separe par chromatographie sur Sephadex 
GSO les di-d" tetrasaccharides ainsi obtenus (200 x 0,5 cm ; 
NaCl 0.2M) 

Le diagramme d'elution est donne sur la figure 3 . 

25 On effectue les mesures suivantes sur chacune de 

ces fractions : la densite optique a 230 nm (courbe a) 
la quantite d' acide uronique (courbe b) , de 2,5-anhydro- 
mannose (courbe c) et de glucosamine (avant et apres 
hydrolase acide) , la radioactivite lorsque les produits 

30 analyses ont £te triti^s avant d'etre degrades par 
HN0 2 . 

La mesure de la densite optique des fractions 
montre que la majeure partie des molecules insaturees sont 
des disaccharides, 90% de la densite optique apparaissant 
35 dans le pic du disaccharide tandis que 10% apparaissent 
dans le pic du fragment tetrasaccharidique. 

On peut alors considerer que l'unit4 tetrasaccha- 
ridique ne renferme pas de motifs acide uronique avec une 
double liaison. Un tel motif fait partie du disaccharide 
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qui contient en outre une N-sulfatoglucosamine, ce 
disaccharide GH etant localise a l'extremite non 
reductrice ^'oligosaccharide avant sa degradation ni- 
treuse. En outre, en dosant les groupes 2,5-anhydro- 
5 mannose dans ces * fractions (courbe c dans la figured), 
on trouve 33* des groupes 2, 5-anhydro-mannosedans les 
fragments tetrasaccharidiques et 66% dans les fragments 
disaccharidiques. En considerant que les chalnes 
oligosaccbaridiques sont terminees par des groupes 

10 N-sulfate-glucosamine, on peut conclure de ces resultats . 
que la fraction FPa contient deux chalnes disaccharidi- 
ques pour une chaine tetrasaccharidique (voir courbe 
b sur la figure 3) . Ces resultats sont conf irmes par 
le dosage des acides uroniques (courbe b) selon Bitter 

15 et Muir dans AnnaL Biochem. 1962, 4, 330-334 et des 

motifs glucosamine dans les produits degrades provenant 

de FPa : ces produits de degradation comprennent deux 

fois plus de motifs disaccharidiques que de motifs tetra- < 

saccharidiques. . 

20 - Reduction *e la frac tion FPa par du borohvdrure de 
Rodium suivie par une degradation nitreuse - 
On reduit la fraction FPa avant degradation nitreuse. 
Ainsi les extremites reductrices des chalnes ne sont pas 
transformers en groupes 2,5-anhydro-mannose durant la 

25 degradation nitreuse. 

On ef fectue la reduction avec un tampon de borohy- 
drure de sodium a P H 9,5. Les extremites reductrices . 
des chalnes olxgosaccharidiques FPa sont alors transfor- 
mees en hexitols trities. Le produit reduit est separe 

30 des sels present dans le melange par filtration sur Sephadex 
G25. On le soumet ensuite a une degradation par de l'a- 
cide nitreux, puis a une gel filtration comme d^crit 
ci-dessus. Le dosage des groupes 2,5-anhydro-mannose 
est alors realist et montre une diminution net& de ces 

35 groupes dans la fraction disaccharidique tandis que les 

fractions tetrasaccnaridiques restent pratiquement inchan- 
gees. 

En reduisant avec du borohydrure tritie, 70 a BOX de la 
radioactivite est retrouvee dans les disaccharides et 
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*o a 30% dans les tetrasaccharides . En outre, on observe 
qu 'apres ce traitement, la quantite de 2, 5-anhydro-mannose 
diminue beaucoup plus dans le disaccharidique que dans le 
pic tetrasaccharidique : un tel resultat est en faveur 
de la presence d'un fragment disaccharidique a i**extre- 
mite reductrice (70% des molecules) et aussi d'un tetra- 
saccharide (30*) . 

- Degradation par l'acide nitreux de la fraction FPa 
sous des conditions tres menaqees - 

La fraction FPa est soumise a une degradation par de 
l'acide nitreux dans des conditions tres menagees. 

II est alors possible, apres gel filtration et chroma- 
tographic d'af finite, d'isoler une fraction oligosaccha- 
ridique contenant principalemeht les deux hexasaccharides 
possedant les sequences ABCDEF et CDEFGH, ces dernieres 
faisant egalement partie de 1' invention. 

Dans ce procede, on soumet FPa a l 1 action de l'acide 
nitreux selon la methode decrite par CIFONELLI et KING 
(Carbohydrate Res. 1972,21, 173^186), la reaction . etant 
toutefois arretee apres une a cinq minutes, de preference 
au bout de trois minutes. 

On elimine les sels des fragments ainsi obtenus par 
gel filtration sur Sephadex G25 puis on soumet les fractions 
recueillies a une chromatographic d'af finite dans les 
conditions decrites ci-dessus. 

Les methodes analytiques decrites ci-dessus pour 1* etude 
de la fraction FPa, montrent qu'on dispose dans les 
fractions eludes deux especes principales, a savoir 
CDEFGH et ABCDEF • Ces fractions possedent encore une acti- 
vity anti-Xa (Yin-Wessler) . 

- Caracterlsation par RMN d'une fraction octasaccharidiaue - 

On isole une fraction octasaccharidique en operant comme 
decrit ci-dessus. Cette fraction presente un titre Yin- 
Wessler de 2000 unite/mg et un titre APTT de 4 ui/mg 

Le spectre RMN C 13 de ce produit est donne" sur la 

figure 5. II confirme que le produit est un octasaccharide. II 

confirrne egalement qu'il possede la structure attribuee avec la .se- 
quence ABCDEFGH. 
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Les signaux observes sont respectivement caracteris- 
tiques de : 

- un carbone anomere en position 1 dans les <?ifferents 
motifs (ABCDEFG et H) de la structure (le motif corres- 
pondant etant mentionne pour chaque pic sur la figure 
pour permettre son identification 90-105 ppn environ) . 

- des carbones en position 6 (signal C fi ) env. 60 et 7pppn 
et en position 2 (signal C 2 ) des motif s 'glucosamines (55-6pppn) 

- CH. du groupe -NHAc dans D (environ 25 ppm) . 
En outre, on observe la presence d'un signal de 

resonance dans la region C-2 des residus N-sulf ate-amino- 
glucosamine (signal *) , ce signal ne correspondant a 
aucun signal de resonance des spectres RMN obtenus en 
operant dans des conditions. similaires avec une heparine 
usuelle. 

EXAMPLE 4 - 

-Isolement d'une fraction hexasac charidiaue active 
vis-a-vis' du facteur Xa - 

- Dans une autre serie d» experiences, le melange 
obtenu,- apres I'etape de chromatographic d»af finite, 
(80 mg) est chromatographic sur une colonne 
(200x 2,5 cm) d'un gel de Sephadex GSO superfine. 

On realise l'elution avec du chlorure de sodium 
0,2M- Les produits sont detectes par absorption 
. a 232 nm (voir figure . 

La majeure partie du produit est elue>dans la re- 
gion octasaccharidique et presente les memes proprietes 
que le produit precedemment decrit. 

La fraction hexasaccharidique est feunie et les 
sels sont elimines. Le produit ainsi obtenu est seche 
par congelation, le rendement est de 2 mg. 

Ce compose presente une haute activite Yin-Wessler 
de 510 ui/mg. Son titre APtfT est de 3ui/mg. 

Etant donne que cette fraction hexasaccharidique 
est obtenue apres degradation par 1 ' hepar inase A s -elle 
contient les residus A et H caracterises dans la fraction 
octasaccharidique. En outre, etant donne que ce produit 
presente une af finite pour l'ATIII, il doit contenir 
la sequence tetrasaccharidique CDEF. II peut done etre 
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On ne peut cependant exclure la presence dans 
ce materiau de faibles quantites d'un produit ayant 
la structure CDEFGH ou C est un residu d'acide hexuronique 
insature (le groupe 2-OH etant sulfate ou nonj . 

L' etude analytique de cette fraction hexasacchari- 
dique-ef fectuee comme decrit ci-dessus pour 1 ' o,cata- 
saccharide (a savoir degradation par l'acide nitreux et 
ptude des fragments) - indique la presence 41a fois de 
ABCDEF et CDEFGH. 
EXEMPLE 5 - 

- Degradation de 1 'octf»sac<haride ABCDEFGH et oligosaccha - 
rides obtenus - 

4. En operant conf ormement a la methode d4crite par 
L.A. Fransson dans Carbohydrate Research 62,235-244, 1979,: 
On soumet l'octasaccharide ■ ABCDEFGH a une reaction d'oxy- 
dation a l'aide de periodate de sodium en milieu phosphate, 
a pF 7 a 37°C pendant 14 heures environ. On porte ensuite 
le pH a 11-12 par addition de soude pour pro voquer une 
hydrolyse alcaline puis on neutralise le melange reaction- 
nel . Une chromatograpnie sur gel de Sephadex G 50 per- 
met de soparer un trisaccharide auquel on peut attribuer 
la structure FGH. 

L * etude de I'activite anti-Xa, selon le test Yin- 
Wessler permet de mettre en evidence une activite 
de l'ordre de loo a 200 ui/mg selon les essais 
2- On laisse agir une heparitinase purifiee, extraite de 
Flavobacterium heparinum sur l'octasaccharide dont question 
ci-dessus. Les conditions operatoires notamment de pH, 
temperature, duree-, correspondent a celles mises en oeuvre 
dans la degradation enzymatique selon l'exemple 2. Par 
filtration sur un gel de Sephadex G-50, ef fectuee comme 
dans l'exemple 2, on recupere, a partir du m4lange de e- 
polymerisation, deux tetrasaccharides axitjuels on peut 
attribuer les structures EFGH et ABCD. 

Le passage de ces produits sur une colonne de 
Sepharose ATIII permet de retenir EFGH tandis que ABCD 
est elimine. On recupere ensuite EFGH par ^lution avec 
une solution NaCl 1 M. L 1 activite yin-Wessler mesuree 
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dans differents essais est de l'ordre de lOO a 
200; ui/mg. 

3- On soumet 1 ' ocatasaccharide ABCDEFGH a une degrada- 
tion nitreuse menagee. On met 1 mg d'octasaccharide par ml 
5 de solution et on produit de l*acide nitreux (a une 

concentration vol sine de 1 m M) in situ par addition de 
nitrite de sodium N et de HC1- On ajuste le pHa 3. ■ 
Au bout de 10 mn, *" 000 a temperature ambiante, on ajuste 
le pH k 7. Le melange reactionnel est soumis a une opera- 
lo tion de gel filgration suivie d'une chromatographie d»af fi- 
nite selon les conditons decrites dans les exemples prece- 
dents. 

Par elution avec une solution de NaCl 1M ou de 
CaCl^. 1M, on recueille un produit auquel on peut attribuer 

15 une structure hexasaccharidique CDEFGH. 

Cet hexasaccharide est soumis a 1* action d'une o( -L- 
iduronidase, extraite de rein humain. Cette etape de 
degradation enzymatique est realisee a un pH 7 k 37 °C. par 
filtration du melange de depolymerisation sur une colonne 

20 ae Sephadex G50, on isole un oligosaccharide auquel on peut 
attribuer la structure d*un pentasaccharide DEFGH. L'activite 
Yin-Wessler de.ceproduit apparait etre de l'ordre de 400 ui/ 
mg dans les tests realises. 
Exemple 6 - 

25 _ cara cterisation par RMN de la fraction oliqosaccharidique 
obtenue dans 1' exemple 1 - 

Le spectre RMN (C 13 ) de cette fraction montre la pre- 
sence d'un signal X dans la region du C-2 desjraotifs glu- 
cosamine (voir- figure 6). Ce signal peut etre attribue a 
3° U ne glucosamine qui est N-sulfatee et substitute en posi- 
tion 3 par un groupe -OS0 3 ". 

Ce motif glucosamine est sulfate ou non en position 6, 
En outre , la courbe d 1 integration confirme que- le 
produit possede un nombre moyen de motifs infer ieur* a 8 
35 et comprend une majeure partie d*especes ■ hexasaccl|aridiques 
et octosaccharidiques 



En partant d'fceparine de langue de boeuf, apres d£gra- 



37 0027089 

dation controlee, suivie d'une chromatographie d'af fi- 
nite et d'une gel filtration comme decrit ci-dessus, on 
peut isoler un octasaccharide ayant la structure 
ABCFGHGH, ce produit est hautement actif dans \ps tests 
5 anti-Xa. 

On extrait egalement, en faible guantite, un hexa- 
saccharide ABCFGH, qui s'avere egalement actif dans les 
essais anti-Xa. 

L* invention s'etend naturellement aux oligosaccha- 

10 rides qui peuvent etre obtenus par d'autres techniques de 
depolymerisation de l'heparine ou de composes hepariniques, 
suivies par les etapes de recuperation des oligosaccha- 
rides a faible poids moleculaire ayant une activite anti- 
coagulante mesurable par le test Yin-Wessler. 

15 Comme exemple d'autres techniques de depolymerisation . 

de l'heparine ou de composes proches, on peut citer 
I'oxydation periodique. On peut egalement citer la technique 
qui consiste a provoquer une reaction d* oL t £ -elimination 
par voie chimique sur l'heparine ou des esters d'heparine, 

20 donnant des resultats similaires, ou le procede qui com- 
prend : * 

- la mise en contact d'une fraction d'heparine avec 
de 1'ATIII immobilise* sur un £el de Sepharose afin de 
fixer les constituants de la fractiond'heparine capables 

25 de se fixer a 1'ATIII, 

- la digestion des constituants de l'heparine ainsi 
fixes, par une heparinase, notamment d'origine bacterienne 
et, - 

- 1'elution du gel des fragments a af finite par 

30 1'ATIII, le traitement de l'eluant renfermant lesdits frag- 
ments avantageusement selon les etapes decrites ci-dessus. 
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1. - Fractions oligosaccharidiques, possedant une activity 
anti-Xa (Yin-Wessler) du type de celles pouvant etre ob- 
tenues par un procede qui coraprend les Stapes de : 

- mise en contact de l'heparine (ou des fractions 

5 hepariniques) possedant une activite anti-coagulan- 

te et comportaht des chalnes d'un poids moltculaire 
d' environ 2000 a 50 OOO, avec un agent capable de 
depolymeriser ou fragmenter les chalnes heparini- 
ques, les conditions utilisees pour realiser cette 
lO etape etant ajustees/a a ot?,enir un melange de depo- 

lymerisation qui contient des fragments ou chalnes 
ol t gosaccharidiques constitues par huit motifs au 

- plus, possedant cependant une activite anti-Xa 
(Yin-Wessler) et comportant une sequence constitute 

15 par moins de huit motifs, cette sequence etant 

responsable, dans une large mesure, de 1* activite 
specifique anti-Xa des produits ? 

- le traitement du melange de depolymerisation af.in 
" de-feeparer au moins la majeure partie des chalnes 

20 . oligosaccharidiques definies ci-dessus, ce traite- 

ment comprenant avantageusement 

a) le contact du melange de depolymerisation avec 
del'ATIII pour adsorber ou retenir au moins la ma- 
jeure partie, avantageusement pratiquement la to- 

25 talite des oligosaccharides possedant une sequence 

ayant une structure specifique vis a vis derATIII, 

b) 1' elimination des produits hon desires, 

c) la recuperation des produits desires .; et les 
sels .pharmaceutiquement acceptables de ces frac- 

30 tions. 

2. - Fractions oligosaccharidiques selon la revendica- 

tion 1., caracterisees par le fait que j. : i— ; - 

les produits possedant une affinity pour I'ATIII ejt une 
activite. anti-Xa, tels que recuperet a partir du procede 

35 mentionne ci-dessus, sont soumis a une ou plusieuVs 
etapes af in de separer les oligosaccharides actifs k 
chalnes courtes definis ci-dessus, et avantageusement 
sont fractionnes par exemple par gel permeation selon 
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leur poids moleculaire et/ou leur densite ionique, les 
fractions desirees etant ensuite recuperees. 

3. - Fractions oligosaccharidiques selon la revendica- 
tion 1, caracterisees par le fait que dans ledit % pro- 

5 cede le melange de depolymerisation est fractionhe avant 
d'etre mis en contact avec l'ATIII. 

4. - Fractions oligosaccharidiques selon 1'une quelcon- 
que des revendications 1 a 3, caracterisees par le 
fait que dans ledit procede le materiau h^parinique est 

lO depolymerise par voie chimique, en particulier avec de 
l'acide nitreux, HN0 2 , en milieux aqueux, ce qui en- 
tralne la formation de chalnes saccharidiques courtes 
contenant a leur extremite reductrice un groupe 
2 , 5-.anhydromannose, ou par voie enzymatique avantageu- 

15 sement avec une heparinase hautement purifiee, plus 
specialement une heparinase d'origine bacterienne, ce 
qui entralne la formation de chalnes saccharidiques 
courtes terminees a leur extremite non reductrice- par 
un acide uronique ^-^-insature- .. 

20 5. - Oligosaccharides tels que ceux obtenus dans ies 
fractions selon l'une quelconque des revendications 2 
ou 3, ou leurs sels pharmaceutiquement acceptables, 
caracterises par le fait qu'ils possedent une af finite 
pour l'ATTII, une activite anti-Xa superieure a celle 

25 de l'heparine et une activity anti-coagulante globale 
tres faible, qtftfsne sont pas constitues par plus de 
huit motifs saccharidiques et qtftis comportent une se- 
quence qui ne possede pas plus de huit motifs sacchari- 
dique et est responsable, dans une large mesure, de 

30 leur activite specifique anti-Xa, cette sequence posse- 
dant une structure specifique necessaire pour recon- 
naxtre l'ATIII et se lier a l'ATIII. 

6. - Fractions oligosaccharidiques selon l'une quel- 
conque des revendications 1 a 4, et oligosaccharides 
35 selon la revendication 5, caracterises par le fart 
qu'ils possedent un titre Yin-Wessler et un titre 
USP qui sont dans un rapport d'au mains 3°* de preference 
d'au moins 100. 
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7. - Fractions oligpsaccharidiques selon 1 ' une quelconque des 
revendicationslaS et 6 et oligosaccharides selon la re- 
vendication5ou6 caracterises par le fait qu'ils possedent 
une activity anti-Xa dix fois superieure a celle de 

5 1 ' hepar ine ,qui peut-etre superieure a lOO ui/mg, avantageu- 
sement superieure a 700 ou mime a 1000 ou 1200 et 
peut atteindre 2000 ui/mg ou plus. 

8. - Oligosaccharides selon l'une quelconque des reven- 
dications 5 a 7, caracterises par le fait qu'ils con- 

10 tiennent un residu N-sulf ate-D-glucosamine avantageuse- 
ment 3-0 sulfate (F) . 

9. - Oligosaccharides selon l'une quelconque des reven- 
dications 5 a 8, caracterises par le fait qu'ils con- 
tiennent un residu N-acetyl-D-glucos amine (D) et/ou un 

15 residu acide D-glucuronique (£) et/ou un residu d'acide 
2-0-sulfate-L-iduronique (G) et/ou un residu N-sulfate- 
D-glucosamine (H) . 

10. - Oligosaccharides selon l'une quelconque des re- 
vendi cations 5 a 9, caracterises par le fait qu'ils 

20 ' contienrient un- motif acide 2-0-sulfate, 4,5-insatur£ 
uronique (A), et/ou un motif N-sulfate D-glucosamine 
(B) et/ou un motif acide L-iduronique (C) . 

11. - Oligosaccharides selon l'une quelconque des re- 
vendications 5 a 10, caracterises par le fait qu'ils 

25 contiennent un residu N-sulf ate-D-glucosamine a leur 
extremite reductrice, ce residu etant sulfate ou non 
en positions 3 et/ou 6. • 

12. - Oligosaccharides selon l'une quelconque des re- 
vendications 5a 11, contenant tous les residus definis 

30 ci-*dessus, caracterises par la presence d' environ 

une moiecule^I-acetyl-glucosamine par chalne oligosac- 
charidique et/ou un motif N-acetyl-D-glucocamine pour 
deux ou trois motifs N-sulf a te-glucos amine. 
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13. - Oligosaccharides selon l'une quelconque des reven- 
dications 5 a 12/ caracterises par les structures sui- 
vantes ABCDEFC-H, ABGHCDEF, ABCDEF, CDEFGH (dans laquelle 
C est est un acide uronique insature ou un reside* d'acide 
5 iduronique) DEFGH. 

14 . - Fractions oligosaccharidiques caracterisees en ce 
qu'elles sont constituees d 'oligosaccharides a chaines 
courtes, pouvant etre obtenues par le procede defini dans 
la revendication 1, dans lequel lesdites conditions de 

10 depolymerisation sont ajustees de maniere a conserver le 
pouvoir d'au moins une parti e des oligosaccharides re- 
sultants d'etre retenus specif iquement sur de I'ATIII 
immobilisee. 

15 - - Fractions oligosaccharidiques constituees par 

15 lesdits oligosaccharides a chaines courtes, pouvant etre 
obtenues par le procede defini dans l'une quelconque des 
revendications 1 k if dans lequel lesdites conditions de 
depolymerisation sont ajustees afin d'obtenir des oligo- 
saccharides dont au moins une partie possede encore une 

2o activate anti-Xa telle que mesurable par le test Yin- 

Wessler, mais ne possede plus d'activite anti-coagulante 
selon le test USP. 

16. - La partie des fractions selon la revendication 1, 
pouvant etre separee par gel filtration, constitute par 

25 les oligosaccharides a chaines courtes, possedant une 
activate anti-coagulante dans le test Yin-Wessler mais 
ne possedant plus d'activite dans le test USP. 

17. - Les fractions finales selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterisees par le fait qu'elles 

30 peuvent etre separees par gel filtration a partir de 

toutes les especes moleculaires qui peuvent etre retenues 
par I'ATIII puis eluees de I'ATIII. 

18. - procede d'obtention de" fractions oligosacchaxidi- 
ques selon l'une quelconque des revendications l*a 4,6,7 

35 ou 14 a 18 ou des oligosaccharides selon l'une quelconque 
des revendications 5 a 13 comprenant les etapes de : 
- mise en contact de l'heparine (ou de fractions hepari- 
niques) possedant une activite anti-coagulante et com- 
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portant des chaines avec des poids moleculaires d' en- 
viron 2000 a environ 50 000, avec un agent capable de 
depolymeriser ou de fragmenter les chaines hepariniques, 
les conditions utilisees pour realiser cette etapp 
5 etant ajustees afin d'obtenir un melange de depolymerisa- 
tion qui contient des fragments ou des chaines oligosac- 
charidiques constitutes par ,huit motifs au plus, posse- 
dant cependant une activity anti-Xa (Yin-Wessler) et 
comprenant une sequence constitute par moins de huit 
10 motifs, cette sequence etant responsable, dans une 
large mesure, de l'activite specif ique anti-Xa des 
produits; 

- le traitement du melange de depolymerisation afin de 
separer au moins la majeure partie des chaines oligo- 
15 saccharidiques definies ci-dessus, ce traitement com- 
prenant avantageusement. a) le contact du melange de 
depolymerisation avec de l'ATIII pour adsorber ou 
retenir au moins la majeure partie, avantageusement 
pratiquement la total'ite des oligosaccharides pos- . 
20 sedant ! une sequence .ayant une structure specif ique 
vis a vis de.l'ATIII, b) 1 1 elimination des produits 
non desirts,-c) la recuperation des produits desires. 
19 . - Procede selon la revendication 18, caracterise en 
ce que I'heparine est depolymerisee par voie chimique, 
25 avantageusement avec HNOj en milieu aqueux a un pH 
de 1'ordre de 2 a 4, de preference 3, et a une tempe- 
rature proche de l , ambiante, ou par voie enzymatique 
avec une heparinase hautement purifiee d'origine bac- 
terienne, plus specialement provenant de f lavobacterium 
30 heparinium , a un pH de 6 a 8, en particulier voisin 
de la neutrality et a une temperature proche de l*am- 
biante. 

20. - Procede selon la revendication 18 ou 19, carac- 
terise en ce que l*on realise la separation de la/ma- 

35 jeure partie des produits contenus dans le melange de 
depolymerisation ayant une activite tlevee anti-Xa 
par • chroma tographie d'af finite sur une colonne conte- 
naht de I'ATIII immobilisee, cette colonne ttant avan- 
tageusement equilibree avec un tampon ayant une force 

40 ionique d 1 environ 0,2 M, de preference superieure ou 



4 3 0027089 

egale a 0,1 M, a un pH de 6 a 8, de preference voisin ou 
legerement superieur a la neutrality les produits depour- 
vus d'af finite pour l'ATIII ... ou n.' ayant qu'une fai- 

ble activite pour l'ATIII etant elimines par lavage avec 
5 un tampon avan'tageusement du meme type que celui "utilise 
pour equilibrer la colonne. 

21 - - Procede selon I'une quelcongue des revendications 
18 a 20 '. , caracterise en ce qu'il comprend, pour recuperer 
les produits retenus ou adsorbes sur l'ATIII ayant une 

10 activite anti-Xa (Yin-Wessler), des etapes de desorption 
et de recuperation de tous les oligosaccharides par 
elution avec un tampon ayant une force ionique suffisante 
a cet effet, le tampon utilise pour cette elution etant 
choisi parmi ceux qui n ' interf erent pas avec les etapes 

15 suivantes de recuperation (en particulier avec la preci- 
pitation alcoolique) des oligosaccharides contenus dans 
les fractions recuperees. 

22- - Proced£ selon l'une quelconque des revendications 
13 a 21 t caracterise en ce qu'il comprend le fractionne- 

2o m ent par- 'exemple par gel permeation du melange de tous 
les oligosaccharides prece'demment retenus sur ATIII, 
ce f ractionnement £tant avantageusement conduit af in 
d'obtenir tout d'abord 1' elution des plus grosses mole- 
cules, puis celle des plus petites molecules, en partant 

25 des fractions qui possedent un titre Yin-Wessler et un 
titre USP qui sont dans un rapport d'au moins 30, de 
preference lOO, la recuperation s'^tendant a. toutes les 
fractions restantes qui possedent encore une activite 
anti-Xa au moins dans le test Yin-Wessler. 

30 2 3. - Procede selon l'une quelconque des revendications 
18 a 23 caracterise en ce qu'avant l'etape de fixation 
sur ATIII, on ^limine du melange de depolymerisation 
les oligosaccharides possedant plus de huit motifs sac- 
charidiques, avantageusement par gel filtration, ,ou un 

35 procede semblable. " 

24 - - Composition pharmaceutique contenant une quantite 
efficace d'au moins un oligosaccharide selon l'une quel- 
conque des revendications 5 a ; 13 , ou d'une fraction selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 4, & t 7 et 14 a 

40 17 en association avec un vehicule pharmaceutique . 
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25.- Composition selon la revendication 24, 
se presentant sous une forme d' administration, carac- 
terisee en ce qu'elle se presente sous la forme d'une 
solution concentree sterile injectable d' oligosacchari- 
des, utilisaSle eh therapeutique pour le controle de 
certaines etapes de la coagulation sanguine, cette solu- 
tion contenant de l.OOO a 100. OOO ui/ml (Yin-Wessler) 
d' oligosaccharides, de preference de 5.000 a 50.000, 
par exemple de 25. OOO ui/ml, lorsqu'elle est destinee 
a 1* injection par voie sous.-cutanee, ou contenant 
encore par exemple de 500 a 10.000, par exemple de 
5.000 ui/ml d' oligosaccharides, lorsqu'elle est des- 
tinee a 1 'administration par voie intraveineuse ou 
par perfusion. 
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